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 ＜序論＞ 
 　真正細菌の物質代謝系オペロンは、集約型や分散型が存在するなど、生物種によ
 って多様である。研究室では、オペロンの構造に加えて、発現制御機構を生物種間
 で比較することにより、オペロンの編成、さらには物質代謝系全体の編成について
 考察することを目標に実験を行なっている。本研究は、その一環として高度好熱菌
 Thermus thermophilus（以下Thermus）を研究対象とし、代表的な物質代謝系のひと
 つであるトリプトファン生合成系の遺伝子群についてのその発現研究を行った。
 Thermusにおいては、トリプトファン生合成系はtrpEGD、trpC、trpF、trpBAの4つの
オペロンに分かれて存在し、これらのオペロンが統一的に制御されているかどうか
を知ることが、オペロンの編成を考える上で重要である。 
 ＜実験方法＞ 
 1　trpオペロンの制御領域の推定 
 ・trpオペロンを含むDNA領域をPCR法により増幅し、ベクターpTWV228にクローニ
　ングした（pTWV228-trpEGD、C、F、BA）。 
 ・pTWV228-trpEGD、C、F、BAを保持する大腸菌よりmRNAを回収し、プライマー
　伸長法により転写開始点を推定し、プロモーター領域を予測した。これにより、各
  ? trpオペロンの5’制御領域の範囲を限定した。 
 2　発現レポーターを用いたtrpオペロン発現量の測定 
 ・trpオペロンの5’-CR(制御領域)をベクターpBHTK1-bglにクローニングし、さらに 
   ??pBHTK1-bgl-trp5’-CRの5’-CR-bgl-HTK領域を、好熱菌ベクターpJHK3にリクロー
     ニングし、発現レポーターとした（pJHK3-trp5’-CR-bgl-HTK）。 
 ・発現レポーターを、Thermus BP112株（∆bgl株）に形質転換した。 
 ・トリプトファンの添加、非添加時で?-glycosidase活性を測定した。 
 ＜結果＞ 
 1　 trpオペロンの制御領域の推定 
 ・trpオペロンのpTWV228へのクローニングが成功した。 
 ・プライマー伸長法により転写開始点、プロモーター領域を予測した。予測された 
     プロモーターは、大腸菌コンセンサス配列に類似していた。 
 
 2　発現レポーターを用いたtrpオペロン発現量の測定 
 ・発現レポーターがtrpEGD、C、BAについて完成した。これをThermus BP112株（∆ 
     bgl株）に形質転換した。 
 ・?-glycosidase活性を測定して比較したところ、トリプトファン添加時に活性の
     減少が見られた。 
　　　　
